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Проведена разработка и валидация двух методик количественного определения коэнзима Q10 (CoQ10) в плазме крови: при 
помощи ВЭЖХ-УФ и ВЭЖХ-МС/МС. С помощью разработанной методики ВЭЖХ-МС/МС изучена зависимость концентрации CoQ10 в 
плазме от терапии комбинацией препаратов. Показано, что наиболее чувствительной и воспроизводимой методикой является 
ВЭЖХ-МС/МС (нижний предел количественного определения (НПКО) составил 0,10 мкг/мл). Одношаговая пробоподготовка 
осаждением белков, применяемая в методике ВЭЖХ-МС/МС, оказалась более удобной, чем в ВЭЖХ-УФ. Установлено, что НПКО 
убихинона в методике ВЭЖХ-УФ составил 0,5 мкг/мл. При помощи методики ВЭЖХ-МС/МС была проанализирована средняя 
концентрация эндогенного CoQ10 у пациентов с сердечно-сосудистыми патологиями, принимающих препараты статинов,  
β-блокаторов и блокаторов кальциевых каналов, составившая 0,39 мкг/мл. Сделан вывод о непригодности методики ВЭЖХ-УФ 
для применения в рутинной практике из-за недостаточного НПКО и, как следствие, низкой чувствительности, в то время как 
методика ВЭЖХ-МС/МС оказалась селективной, чувствительной, быстрой и удобной для внедрения в рутинную практику. 
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Коэнзим Q10 (CoQ10, убихинон) – биологиче-
ски активное соединение, открытое в 1957 г. в 
университете Висконсин. По своей структуре он 
схож с витамином К2 (менахиноном) и витамином 
Е [1]. Как часть семейства хиноновых соединений, 
известных как коэнзимы Q, CoQ10 является хино-
новым кольцом, с повторяющимся рядом изопре-
новых звеньев боковой цепи. Коэнзим Q10 имеет 
две формы: окисленная форма (убихинон) и вос-
становленная форма (убихинол), которая синтези-
руется в результате протонирования на карбо-
нильных фрагментах хинонового кольца окислен-
ной формы [2].  

В организме человека CoQ10 выполняет мно-
жество важных функций. Основная его функция – 
перенос электронов в митохондриальном каскаде 

синтеза аденозитрифосфата с последующим гене-
рированием энергии [3]. В последние несколько 
лет важность определения CoQ10 приобрела кли-
ническую значимость, так как низкие концентра-
ции CoQ10 в плазме крови были зарегистрированы 
в ряде кардиологических, нейродегенеративных, 
раковых и мышечных заболеваний [4]. 

Такие физико-химические свойства CoQ10, 
как низкая молекулярная масса, высокая гидро-
фобность, способность быстро окисляться в усло-
виях окружающей среды, наряду с низкими кон-
центрациями в биологических матрицах, делают 
процесс количественного определения CoQ10 до-
статочно затруднительным.  

Для количественного и качественного опре-
деления CoQ10 использовались многие методы: 
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вольтамперометрический [5], хемолюминисцент-
ный [6], а также спектрофотометрический [7]. Но 
наибольшую распространенность обрели ВЭЖХ-
методы с различными детектированиями: ультра-
фиолетовым (УФ) [8], электрохимическим (ЭХ) 
[(9)] и масс-спектрометрическим (МС) детектиро-
ванием [10]. 

Ц е л ь  и с с л е д о в а н и я  – сравнение 
методик количественного определения CoQ10 при 
помощи ВЭЖХ с УФ-детектированием и МС/МС-
детектированием.  

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ 
Разработка методики количественного опре-

деления CoQ10 со спектрометрическим детектором 
проведена на ВЭЖХ Agilent 1200 (США),  
а с масс-спектрометрическим детектором − на 
ВЭЖХ-системе «Nexera» с тройным квадруполь-
ным масс-спектрометрическим детектором LCMS-
8040 («Shimadzu», Япония). 

В качестве реактивов применялись: эфир эти-
ловый («Химмед», Россия), этанол «HPLC-grade» 
(ООО Гатчинский завод, Россия), метанол, ацето-
нитрил («Biosolve Chimie», Франция), этилацетат, 
муравьиная кислота, изопропанол, аммиак 
(«PanReac Applichem», Испания), DL-aтокоферил 
ацетат («MP Biomedicals», США). 

Пробоподготовка для разработки методики 
ВЭЖХ-УФ проводилась при помощи жидкость-
жидкостной экстракции этиловым эфиром с после-
дующим упариванием под вакуумом. Сухой остаток 
растворяли в этаноле и хроматографировали. 

В случае использования метода ВЭЖХ-
МС/МС процедура экстракции включала в себя 
осаждение белков при помощи смеси изопропанол : 
этилацетат (1:1) с последующим центрифугирова-
нием и определением надосадочной жидкости.  

Валидацию методик проводили по следую-
щим параметрам: прецизионность, точность, ли-
нейность, селективность, стабильность, степень 
извлечения, предел количественного определения 
и эффект матрицы. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 
Разработка методики ВЭЖХ-УФ. Для 

ВЭЖХ с УФ-детектированием в качестве подвиж-
ной фазы использовали этанол : изопропанол 
(90:10) со скоростью потока 0,8 мл/мин. Хромато-
графическое разделение проводили на колонке 
«Eclipse XDB-C18» (150×4,6 мм, 5 мкм). При про-
ведении анализа поддерживали температуру 40 °С. 

Время удерживания убихинона составило 12,9 
мин. Убихинон имел максимум поглощения в УФ-
спектре при λ = 275 нм при спектрофотометриче-
ском анализе. 

Построение калибровочного графика выпол-
нялось с целью оценки линейности методики  
(рис. 1). Концентрации в калибровочных пробах 
составили 0,5, 0,75, 1,0, 2,5, 5,0 и 10,0 мкг/мл. Ко-
эффициент корреляции R был равен 0,999, что яв-
ляется высоким показателем достоверности ап-
проксимации. Нижний предел количественного 
определения (НПКО) составил 0,5 мкг/мл.  

 

Рис. 1. Калибровочный график (ВЭЖХ-УФ) 

Кроме того, НПКО оказался недостаточным, 
чтобы использовать данный метод для определе-
ния CoQ10 в плазме крови, так как содержание 
CoQ10 у здоровых людей варьирует в пределах 0,9–
1,3 мкг/мл, а у больных, согласно литературным 
данным, может снижаться до 0,10 мкг/мл. 

Валидация разработанной методики количе-
ственного определения убихинона в плазме крови 
соответствовала критериям приемлемости [11]. 

Разработка методики ВЭЖХ-МС/МС. При 
разработке методики количественного определе-
ния ВЭЖХ-МС/МС подвижная фаза состояла из 
элюента А: деоинизированной воды с добавлени-
ем раствора муравьиной кислоты (0,1%, об.)  
и раствора концентрированного аммиака (0,04%, об.) 
и элюента Б: смеси изопропанол/этилацетат (9:1)  
с добавлением раствора муравьиной кислоты 
(0,1%, об.) и раствора концентрированного аммиа-
ка (0,04%, об.). Анализ проводился в градиентном 
режиме. Использовали метод ионизации распыле-
нием в электрическом поле (ESI) в положительном 
режиме. Детектирование проводилось в режиме 
мониторинга множественных реакций. Токоферол 
ацетат был выбран в качестве внутреннего стан-
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дарта, и его ионом-предшественником являлся 
протонированный молекулярный ион [M+H]+ с 
473,25 m/z (дочерние ионы 165,10 и 207,00 m/z.). 
Ион-предшественник убихинона – [M+NH4]+: 
880,7 m/z и 882,7 m/z а его фрагментный ион – 
197,1 m/z.  

Валидацию методики проводили по класси-
ческой схеме. Селективность методики опреде-

лить практически невозможно, так как приобрете-
ние плазмы человека без содержания CoQ10 не 
представляется возможным. Поэтому селектив-
ность обеспечивалась при помощи разработки эф-
фективной методики разделения, а также оптими-
зации параметров детектирования. 

Масс-спектр фрагментного иона убихинона 
представлен на рис. 2. 

 
Рис. 2. Масс-спектр фрагментного иона убихинона 
 
 

Линейность методики проверяли путем по-
строения усредненного калибровочного графика. 
При приготовлении калибровочных образцов для 
уравнивания эндогенного фона был использован 
пул плазмы. Подготовка проб проводилась как 
описано выше. Концентрации в калибровочных 
пробах составляли 0,10, 0,25, 0,50, 0,75, 1,00, 2,50 
и 5,00 мкг/мл (рис. 3). Коэффициент корреляции R 
был равен 0,995. 

 
Рис. 3. Калибровочный график (ВЭЖХ-МС/МС) 

 

Точность и прецизионность оценивали на че-
тырех уровнях: 0,10, 0,25, 2,50, 5,00 мкг/мл. Были 
проанализированы пять образцов контроля каче-
ства на каждом уровне в трех независимых анали-
тических партиях. В этих экспериментах RSD и 
относительная ошибка не превышали 11,8 и 13,4% 
соответственно. 

В соответствии с данными о прецизионности и 
точности величина НПКО составила 0,10 мкг/мл.  

Долгосрочная стабильность Q10 в плазме кро-
ви без стабилизатора при температуре –30 °С со-
ставляла одну неделю, а со стабилизатором – три 
месяца при –30 °С. Исходный стандартный раст-
вор Q10 со стабилизатором был стабилен в течение 
шести месяцев при температуре –30° С. 

С помощью разработанной ВЭЖХ-методики 
количественного определения убихинона в плазме 
крови с масс-спектрометрическим детектором 
определили содержание убихинона у пациентов с 
сердечно-сосудистыми заболеваниями. 

Определение CoQ10 в плазме крови паци-
ентов с сердечно-сосудистыми патологиями. 
Отобраны и проанализированы 30 пациентов с 
ишемической болезнью сердца (ИБС), а также 
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хронической сердечной недостаточностью, кото-
рые находились на терапии, включающей комби-
нацию следующих групп препаратов: статины 
(аторвастатин, симвастатин), β-блокаторы (мето-
пролол, бисопролол, атенолол), а также блокаторы 
кальциевых каналов (амлодипин, нифедипин).  

В таблице представлено усредненное значе-
ние концентрации убихинона в плазме крови у па-
циентов с ИБС и хронической сердечной недоста-
точностью и здоровых добровольцев, а также ре-
зультаты статистического анализа. Концентрация 
общего CoQ10 у пациентов варьировала от 0,3 до 
0,5 мкг/мл.  

Таблица. Сравнение влияния групп препаратов  
со здоровыми добровольцами  
на концентрацию CoQ10 в плазме крови 

Параметры Пациенты Здоровые  
добровольцы 

Mean, мкг/мл 0,39 1,02 

SD 0,05 0,13 

n 29 30 

SEM 0,008 0,023 

t-критерий Стьюдента 24,45 

 
Исходя из полученных результатов, можно 

сделать вывод, что у пациентов, принимавших 
препараты из групп статинов, β-блокаторов, а 
также блокаторов кальциевых каналов, понижался 
уровень CoQ10 в плазме крови. 

ВЫВОДЫ 
1. Разработаны и валидированы две методики 

ВЭЖХ определения CoQ10: с УФ- и МС/МС-
детекторами. Так как в методике ВЭЖХ-УФ 
НПКО убихинона оказался недостаточным 
(0,5 мкг/мл), данная методика не подходит для 
его рутинного определения в плазме крови 
человека. Кроме того, пробоподготовка для 
ВЭЖХ-УФ является более трудоемкой. В 
методике ВЭЖХ-МС/МС НПКО составил 0,10 
мкг/мл, а аналитический диапазон равнялся 
0,10–5,0 мкг/мл, что означает ее пригодность 
для рутинного анализа. Помимо этого, данная 
методика является быстрой и простой.  

2. При помощи ВЭЖХ-методики с масс-спектро-
метрическим детектором удалось проанализи-
ровать и сравнить концентрацию CoQ10 у па-
циентов с сердечно-сосудистыми патология-

ми, находящихся на терапии определенными 
группами препаратов, и здоровыми доброволь-
цами, чем доказали возможность ее исполь-
зования в рутинном анализе. 
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Background. Coenzyme Q10 is a biologically active compound that performs many important functions in the body: electron 
transfer in the mitochondrial cascade of adenosine triphosphate synthesis, antioxidant, preventing lipid peroxidation. 

Study Objective. The aim is to develop and compare methods for the quantitative determination of coenzyme Q10 in order to 
identify the most sensitive, simple and reproducible one. 

Materials and methods. Coenzyme Q10 was determined using high performance liquid chromatography with spectrophotomet-
ric and mass spectrometric detectors. In developing the HPLC-MS / MS it was used the electrospray ionization (ESI) in positive mode. 
Detection was carried out in the mode of monitoring multiple reactions (MRM). 

Results. The study developed and validated two methods for the determination of coenzyme Q10 in plasma. It was shown that 
the most sensitive and reproducible technique was HPLC-MS / MS (the LLOQ constituted 0.10 µg / ml). One-step sample preparation 
involving proteins precipitation, used in the HPLC-MS / MS method was more convenient than in HPLC-UV one. The LLOQ of ubiqui-
none in the HPLC-UV method was 0.5 μg / ml. Using the HPLC-MS / MS technique, we analyzed the average concentration of endoge-
nous CoQ10 in patients with cardiovascular pathologies administrating statins, β-blockers and calcium channel blockers, which consti-
tuted 0.39 µg / ml. 

Conclusion. It was concluded that the HPLC-UV method is unsuitable for routine practice use due to the high LLOQ (0.5 µg / 
ml) and its low sensitivity. While the of HPLC-MS / MS method was selective, sensitive, fast and convenient for introduction into rou-
tine practice. 
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